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Abstrak
Untuk melihat profil pembentukan DNA Adduct (8-OHdG) sebagai indikator kerusakan 
DNA, dilakukan studi in vitro pembentukan DNA Adduct (8-OHdG) dengan calf thymus 
DNA dan beberapa senyawa yang memiliki toksisitas tinggi sebagai pemicu radikal 
bebas dan dapat menyebabkan kerusakan DNA secara oksidatif yang memicu peristiwa 
karsinogenesis, seperti PAH (Benzo[a]piren), TiO2 dan CuCl2. Pada percobaan ini, calf 
thymus DNA diinkubasi dengan senyawa Benzo[a]piren dan CuCl2 di bawah kondisi 
variasi pH serta suhu. Dilakukan pula inkubasi calf thymus DNA dan TiO2 dengan 
bantuan radiasi sinar UV (254 nm) yang dapat menginduksi terbentuknya spesies oksigen 
reaktif (ROS) sehingga menyebabkan kerusakan oksidatif DNA. Dari hasil penelitian ini, 
ketiga senyawa tersebut memiliki potensi dalam pembentukan DNA Adduct (8-OHdG). 
Rasio kemurnian calf thymus DNA pada λ260/ λ280  yang digunakan dalam penelitian 
ini adalah ~1.9. Terjadi pergeseran puncak panjang gelombang maksimum dari hasil 
inkubasi calf thymus DNA dan senyawa B[a]P serta CuCl2 yang menandakan bahwa 
terjadi perubahan struktur DNA. Konsentrasi 8-OHdG tertinggi dihasilkan pada inkubasi 
calf thymus DNA dengan senyawa B[a]P dan CuCl2 pada pH 8.5 dan suhu 60°C, yaitu 
120.856 μg/L. Inkubasi calf thymus DNA dengan TiO2 dan sinar UV (25y4 nm) pada pH 
8.5 dapat menghasilkan 8-OHdG sebesar 57.025 μg/L.
Abstract
This study was conducted to observe the profile of DNA Adduct (8-OHdG) formation 
as DNA damage indicators, by using calf thymus DNA incubated with toxic and 
carcinogenic compounds. The compounds which could trigger free radicals in this 
research were PAH(Benzo[a]Pyrene), TiO2, and CuCl2. Calf thymus DNA was incubated 
with Benzo[a]Pyrene and CuCl2 compounds under pH and temperature variations. The 
incubation of calf thymus DNA with TiO2-UV radiation (254 nm) was used to induce the 
formation of reactive oxygen species (ROS) in the process of oxidative DNA damage. 
From this research, all of compounds have potency to trigger the formation of DNA 
Adduct (8-OHdG). The ratio of absorbance to assess the purity of DNA at 260 nm and 
280 nm (λ260/ λ280 )  was measured at ~1.9. The shifted peaks at λmax were indicating 
changes on structures of DNA as a result of calf thymus DNA incubation with B[a]P and 
CuCl2. The highest level of 8-OHdG results in calf thymus DNA incubation with B[a]P 
and CuCl2 under pH 8.5 and incubation temperature at 60°C, was about 120.856 μg/L. 
Calf thymus DNA incubation with TiO2-UV radiation (254 nm) under pH 8.5 resulting 
8-OHdG level at 57.025 μg/L.
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PENDAHULUAN
Pola hidup yang tidak sehat serta kondisi 
lingkungan dengan potensi udara tercemar 
dapat memberikan kontribusi terhadap 
peningkatan risiko kanker. Potensi risiko 
kanker terus meningkat karena banyaknya 
sumber paparan senyawa kimia yang bersifat 
karsinogenik. Senyawa kimia yang bersifat 
karsinogen, merupakan senyawa yang jika 
terpapar pada manusia dapat menyumbangkan 
radikal bebas dalam tubuh dan jika berinteraksi 
dengan biomolekul seperti DNA dapat memicu 
terbentuknya sel kanker. Sel kanker mengalami 
pertumbuhan abnormal dan berbeda dari 
sel normalnya karena perubahan ekspresi 
gen (mutagenesis) yang mengacu pada 
ketidakseimbangan proliferasi sel dan kematian 
sel. Sel kanker dapat menyerang jaringan lain 
melalui pembuluh darah dan pembuluh limfa. 
Saat ini kanker merupakan penyakit mematikan 
nomor dua di dunia, setelah penyakit jantung 
(Askoxylakis, 2010). 
Pada awalnya Hiroshi Kasai (1986), melakukan 
penelitian mengenai pemanasan glukosa yang 
memberikan efek mutagenik bagi Salmonella 
typhimurium. Selanjutnya dilaporkan bahwa 
beberapa mutagen dapat dideteksi dengan 
cara menganalisis adduct yang dihasilkan 
menggunakan   turunan guanosin. Ketika 
glukosa yang dipanaskan direaksikan dengan 
turunan guanosin, adduct yang dihasilkan 
diisolasi dengan menggunakan HPLC. Struktur 
adduct yang ditemukan berupa hasil hidroksilasi 
pada posisi C-8 guanin. Hal ini menjadi awal 
dari penelitian mengenai bagaimana terjadinya
hidroksilasi dan kaitannya dengan 
mutagenesis. Penelitian Kasai selanjutnya 
dilakukan dengan mendeteksi dan 
mengidentifikasi adduct dari mutagen 
hasil pemanasan glukosa dengan senyawa 
turunan guanosin. Hasil penelitian 
menunjukkan bahwa senyawa tersebut 
dapat memproduksi oksigen radikal dan 
diketahui bersifat mutagenik/karsinogenik 
serta secara efektif dapat mengalami 
hidroksilasi pada basa guanin di DNA 
(Kasai, 1986).  
Penelitian menggunakan senyawa Benzo[a]
Piren untuk mendeteksi peran spesi 
oksigen reaktif dari hasil adduct  dilakukan 
oleh Bryla dan Weyand secara in vitro. 
Selanjutnya dikembangkan penelitian 
berdasarkan pengaruh sistem redoks dalam 
tubuh dengan menggunakan Cu (Li. Y, 
1993) dan Fe (E.S. Henie, 1996)  sebagai 
katalis reaksi pembentukan spesies oksigen 
reaktif yang dapat menyebabkan terjadinya 
kerusakan oksidatif khususnya pada DNA 
(Valavanidis et al., 2009)
Senyawa karsinogenik dapat berkontribusi 
terhadap pembentukan spesies oksigen 
reaktif (Reactive Oxygen Species, ROS) 
di dalam tubuh. Spesies oksigen reaktif 
ini dapat berinteraksi dengan biomolekul 
seperti DNA yang menyebabkan terjadinya 
kerusakan DNA yang jika tidak diperbaiki, 
dapat memicu terjadinya karsinogenesis. 
Mekanisme perbaikan DNA yang rusak 
melalui mekanisme Base Excision Repair 
(BER) dapat mengekskresikan DNA 
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rusak yang terpotong. DNA yang rusak dan 
terpotong melalui BER ini dapat ditemukan 
dalam bentuk 8-hidroksi-2’-deoksiguanosin 
(8-OHdG). Oleh karena itu 8-OHdG dapat 
digunakan sebagai biomarker risiko kanker 
terkait adanya paparan senyawa karsinogenik. 
(Valavanidis et al., 2009).
Senyawa karsinogenik seperti Benzo[a]
Piren dan senyawa yang dapat menghasilkan 
radikal bebas seperti CuCl2 diinkubasi 
dengan calf thymus DNA dibawah kondisi 
pH serta suhu inkubasi yang divariasikan. 
Selain itu, dilakukan pula inkubasi dengan 
senyawa TiO2 dengan bantuan sinar UV pada 
variasi pH untuk melihat profil pembentukan 
8-OHdG. Melalui identifikasi secara in vitro 
menggunakan calf thymus DNA, penelitian ini 
dilakukan untuk membuktikan bahwa adanya 
paparan senyawa pemicu radikal bebas pada 
individu dapat meningkatkan kerusakan 
DNA secara oksidatif yang memicu peristiwa 
karsinogenesis (Valavanidis et al.,2009). 
Dengan terdeteksinya 8-OHdG dengan 
metode yang digunakan pada penelitian 
ini, maka diharapkan penelitian ini dapat 
memberikan informasi cara mendeteksi dini 
risiko kanker sebagai upaya mengurangi 
atau mencegah terjadinya peristiwa  kanker 
(karsinogenesis).
METODE
Riset dilakukan dengan pendekatan ilmiah, 
dan metode deskriptif berupa studi korelasi 
untuk menganalisis fenomena keterkaitan 
peningkatan risiko kanker dengan adanya 
biomarker kerusakan DNA secara in vitro 
menggunakan DNA yang dipaparkan 
xenobiotika. Interaksi calf thymus DNA 
dengan senyawa B[a]P dan CuCl2 dilakukan 
dengan   melihat pergeseran panjang 
gelombang maksimum DNA menggunakan 
spektroskopi UV-Vis. Pembentukan 
8-OHdG secara in vitro ini dilakukan dengan 
menginkubasi calf thymus DNA dengan 
senyawa B[a]P dan CuCl2, pada variasi pH 
7.4 dan 8.5 seta suhu inkubasi 37°C dan 
60°C. Analisis 8-OHdG dilakukan dengan 
menggunakan High Performance Liquid 
Cromatography (HPLC).
Analisis kemurnian DNA 
DNA (100 µg/mL) dibandingkan nilai 
absorbansinya pada panjang gelombang 
maksimal λ260 dan λ280. DNA yang murni 
memiliki nilai perbandingan absorbansi 
λ260/ λ280 1.7 – 2.
Studi in vitro dengan Calf thymus DNA 
dan B[a]P 
Sebanyak ±5µg (dalam 50 µL) calf thymus 
DNA (100 µg/mL) di dalam buffer fosfat 
0.1 M (pH 7.4 dan 8.5) diinkubasi dengan 
±50 µg (dalam 50μL) larutan benzo[a]piren 
(1000 µg/mL) sebagai senyawa penyumbang 
radikal pada variasi suhu inkubasi 37°C dan 
60°C dengan waktu inkubasi selama 2 jam. 
Studi in vitro dengan Calf thymus DNA 
dan CuCl2 
Sebanyak ±5µg (dalam 50 µL) calf thymus 
DNA (100 µg/mL) di dalam buffer fosfat 0.1 
M (pH 7.4 dan 8.5) diinkubasi dengan ±85µg 
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(dalam 50 µL) larutan CuCl2 1.2 x 10
-2 M 
(170 µg/mL) sebagai senyawa penyumbang 
radikal pada variasi suhu inkubasi 37°C dan 
60°C dengan waktu inkubasi selama 2 jam.
Studi in vitro dengan penambahan TiO2 
Sebanyak ±5µg (minimal 50 µL) calf thymus 
DNA (100 µg/mL) di dalam buffer fosfat 0.1 
M (pH 7.4 dan 8.4) diinkubasi dengan 1 mg 
TiO2 anatase pada suhu ruang dengan waktu 
inkubasi selama 2 jam. 
Hidrolisis Calf thymus DNA 
Campuran DNA dan senyawa penyumbang 
radikal setelah inkubasi, disentrifugasi untuk 
diambil filtratnya kemudian filtrat dihidrolisis 
menggunakan enzim micrococcus nuclease 
(MN) dan enzim spleen phosphodiesterase 
(SPDE) (perbandingan enzim 0.02 unit : 
0.002 unit) dengan total campuran enzim 
sebanyak 100 µL. Campuran ditambahkan 
133 µL natrium suksinat 10mM pH 6 dan 
kalsium klorida 5mM. Campuran diinkubasi 
selama 3  jam pada suhu 37°C, kemudian 
dianalisis dengan menggunakan HPLC. 
HASIL DAN PEMBAHASAN
Penelitian ini bertujuan untuk memberikan 
informasi ilmiah mengenai dampak senyawa 
penyumbang radikal bebas yang memicu 
terjadinya kerusakan oksidatif pada DNA. 
Terdapat beberapa bukti yang menunjukkan 
bahwa kerusakan oksidatif DNA bersifat 
promutagenik dan memiliki potensi sebagai 
biomarker terjadinya kanker (Kasai, 1997). 
Pada penelitian ini, dilakukan studi in vitro 
menggunakan calf thymus DNA murni 
yang dikondisikan pada pH fisiologis dan 
direaksikan dengan senyawa yang memiliki 
toksisitas tinggi dan memiliki potensi dalam 
pembentukan radikal bebas seperti Benzo[a]
Piren (B[a]P), CuCl2 dan TiO2.   
Hasil uji kemurnian DNA 
Pengukuran absorbansi menggunakan 
spektroskopi UV-Visible merupakan 
pengukuran yang dilakukan untuk melihat 
absorbsi suatu molekul pada panjang 
gelombang yang spesifik. Sampel yang 
digunakan dalam penelitian ini merupakan 
sampel DNA murni dari calf thymus. Dalam 
prosedur penelitian di bidang biologi 
molekuler, kuantifikasi konsentrasi maupun 
uji kemurnian asam nukleat perlu dilakukan 
untuk meyakinkan bahwa hasil penelitian 
yang didapat akurat. Kuantifikasi ini 
dilakukan diantaranya dengan menggunakan 
pendekatan pengukuran absorbansi dengan 
spektrofotometri, dimana jumlah sinar 
yang terserap oleh sampel akan sebanding 
dengan konsentrasi protein maupun asam 
nukleat yang terkandung dalam sampel DNA 
(Teare, 1997). DNA murni diukur dengan 
perbandingan absorbansi DNA pada panjang 
gelombang maksimal di 260 nm dan 280 
nm menggunakan spektroskopi UV-Visible. 
DNA yang murni memiliki nilai perbandingan 
absorbansi λ260/ λ280 1.7 – 2.
λ260 = 0.042
λ280 = 0.022
λ260/ λ280 ~ 1.9
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Rasio absorbansi pada panjang gelombang 
260 nm dan 280 nm digunakan sebagai 
penilaian kemurnian DNA dan RNA. Baik 
DNA maupun RNA memiliki serapan 
maksimal di panjang gelombang 260 nm, 
dimana kebanyakan protein memiliki serapan 
tinggi di panjang gelombang 280 nm. Asam 
nukleat secara signifikan dapat terabsorbsi 
pada panjang gelombang 280 nm (50%-55% 
dari absorbansi di panjang gelombang 260 
nm), dan beberapa protein dapat terabsorbsi 
kuat juga pada panjang gelombang 260 
nm (nilai absorbansi tergantung dari jenis 
protein). Sehingga akan sulit untuk mengukur 
konsentrasi DNA, RNA dan protein secara 
akurat dalam campuran senyawa kompleks. 
Namun, pengukuran absorbansi pada 
panjang gelombang 260 nm dan 280 nm 
dapat menggambarkan kemurnian sampel 
asam nukleat secara valid. Rasio λ260/ λ280 
sekitar ~1.8 secara umum diterima sebagai 
nilai DNA murni, sedangkan rasio ~2.0 
secara umum diterima sebagai nilai RNA 
murni; nilai rasio di bawah nilai tersebut 
mengindikasikan keberadaan protein, fenol 
atau pengotor lain yang memiliki serapan 
tinggi di panjang gelombang sekitar 280 nm 
(Gallagher, S.R., 1989).
Hidrolisis calf thymus DNA dengan enzim 
MN dan SPDE dilakukan berdasarkan Gupta 
1992. Perbandingan rasio DNA:enzim 
teregulasi berdasarkan waktu inkubasi, 
rasio yang digunakan untuk hasil hidrolisis 
DNA adalah 1:3 (enzim:DNA) untuk 
waktu inkubasi selama ± 3 jam, dan 1:10 
(enzim:DNA) untuk waktu inkubasi ± 24 jam. 
Perbandingan enzim yang MN : SPDE yang 
digunakan pada percobaan ini adalah 10 
: 1 (20 Units/mL MN : 2 Units/mL SPDE) 
dalam 100 μL larutan untuk DNA 100 μg/
mL. Selain itu, digunakan larutan hidrolisis 
enzim CaCl2 dan natrium suksinat dengan 
perbandingan konsentrasi natrium suksinat 
: CaCl2 adalah 2:1. Larutan ini digunakan 
untuk mengaktivasi kerja enzim MN : SPDE 
untuk menghidrolisis DNA. Perbandingan 
volume enzim : larutan hidrolisis adalah 3 : 
4. Hidrolisis DNA dengan enzim di lakukan 
pada suhu 37°C selama 2 jam. Adapun hasil 
peak hidrolisis DNA 100 μg/mL dengan 
enzim MN : SPDE dapat dilihat pada Gambar 
2. Dilakukan pula spike standar 8-OHdG 
100 ppb pada DNA yang telah dihidrolisis. 
Kromatogram standar 8-OHdG konsentrasi 
100 ppb  hasil spike muncul adalah pada waktu 
retensi sekitar 3.8 menit. Senyawa 8-OHdG 
yang dianalisis dalam percobaan ini terdeteksi 
pada sampel dan dihitung sebagai konsentrasi 
8-OHdG dalam ppb. Terdeteksinya 8-OHdG 
pada sampel menandakan bahwa senyawa 
yang memiliki toksisitas tinggi seperti B[a]
P, dan penyumbang radikal bebas CuCl2 dan 
Gambar 1. Struktur 8-hidroksi 
deoksiguanosin (8-OHdG)
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TiO2, berkontribusi dalam pembentukan spesies 
oksigen reaktif (●OH). Radikal hidroksil (●OH) 
yang terbentuk dapat menyerang posisi C-8 
basa guanin pada DNA sehingga membentuk 
DNA adduct, 8-OHdG (Gambar 1).
Inkubasi Calf thymus DNA dengan senyawa 
pemicu radikal bebas (B[a]P dan CuCl2) 
Inkubasi calf thymus DNA dengan senyawa 
pemicu radikal bebas seperti B[a]P dan CuCl2 
dilakukan dengan berbagai variasi kondisi, 
diantaranya adalah variasi pH pelarut calf 
thymus DNA berdasarkan pH fisiologis 
manusia (7.35-7.45) dipilih pH 7.4 serta dipilih 
pH 8.5 sebagai perbandingan kondisi pH yang 
lebih  tinggi untuk melihat profil pembentukan 
adduct 8-OHdG.
Variasi kondisi yang lain adalah variasi 
suhu. Variasi suhu ini hanya digunakan 
untuk inkubasi calf thymus DNA dengan 
senyawa B[a]P dan CuCl2. Suhu yang 
digunakan adalah suhu 37°C yang masih 
merupakan temperatur fisiologis manusia 
sehingga diharapkan dapat menggambarkan 
kondisi tubuh, dimana dapat terjadi 
berbagai reaksi metabolisme. Selain itu 
dipilih suhu yang lebih tinggi, yaitu 60°C 
untuk melihat pengaruh peningkatan 
suhu karena berdasarkan teori, kenaikan 
suhu dapat menyebabkan reaksi kimia 
terjadi  lebih cepat. Perbedaan suhu yang 
ekstrim ini diharapkan dapat menunjukkan 
perbedaan  pengaruh pembentukan 
adduct 8-OHdG yang lebih signifikan.
Pengaruh senyawa pemicu radikal bebas 
(B[a]P dan CuCl2) pada pembentukan DNA 
Adduct (8-OHdG). Hasil inkubasi calf thymus 
DNA dalam buffer fosfat pH 7.4 dan 8.5 
dengan senyawa B[a]P dan CuCl2 pada suhu 
37°C dan 60°C dapat dilihat pada gambar 3. 
Gambar 2. Kromatogram calf thymus DNA hasil hidrolisis (a) 
dan spike100 ppb 8-OHdG (b)
Dilakukan inkubasi calf thymus DNA 
dengan masing-masing senyawa, B[a]
P maupun CuCl2, kemudian dilanjutkan 
dengan inkubasi calf thymus DNA dengan 
kombinasi kedua senyawa B[a]P dan 
CuCl2. Gambar pembentukan DNA adduct 
(8-OHdG) dari hasil inkubasi menunjukkan 
Intan Cahaya Dani,  Budiawan
38 Pharm Sci Res ISSN 2407-2354
Pharm Sci Res
bahwa terjadi pembentukan 8-OHdG karena 
adanya paparan senyawa B[a]P maupun CuCl2. 
Kedua senyawa juga mampu bersinergis untuk 
memicu pembentukan DNA adduct 8-OHdG.
Inkubasi calf thymus DNA di suhu 37°C pada 
kondisi pH 7.4 dengan B[a]P dan CuCl2 dapat 
dilihat pada Gambar 3. Gambar menunjukkan 
bahwa inkubasi dengan senyawa B[a]P 
maupun CuCl2 mampu memberikan kontribusi 
pembentukan 8-OHdG. Konsentrasi 8-OHdG 
yang   dihasilkan adalah 14.67 ppb untuk 
inkubasi dengan B[a]P dan 8.86 ppb untuk 
inkubasi dengan CuCl2. Campuran kedua 
senyawa (B[a]P dan CuCl2), keduanya dapat 
saling sinergis membentuk DNA adduct 
8-OHdG, sebanyak 29.9 ppb.
Inkubasi calf thymus DNA dengan B[a]
P dan CuCl2 pada suhu 37°C dan pH 
8.5 ditunjukkan pada gambar 6. Hasil 
menunjukkan bahwa inkubasi calf thymus 
DNA dengan B[a]P dan CuCl2 pada pH 8.5 
memberikan kontribusi dalam pembentukan 
8-OHdG. Hasil adduct yang didapat tidak 
jauh berbeda dengan adduct dari pH 7.4, 
dimana untuk inkubasi dengan B[a]P 
dihasilkan 8-OHdG sebanyak 9.7 ppb dan 
CuCl2 sebanyak 10.2 ppb. Sedangkan untuk 
pembentukan adduct dari hasil inkubasi 
kedua senyawa, memberikan peningkatan 
konsentrasi yang cukup signifikan 
dibandingkan dengan pH 7.4. 
Inkubasi calf thymus DNA dengan senyawa 
B[a]P dan CuCl2 pada pH 7.4 dan 8.5 juga 
dilakukan di suhu 60°C. Profil pembentukan 
DNA adduct 8-OHdG memberikan trend 
yang sama dengan profil di suhu 37°C. 
Inkubasi calf thymus DNA dengan B[a]P 
dan CuCl2 pada suhu 60°C baik di pH 7.4
Gambar 3. Pengaruh senyawa pemicu radikal bebas (B[a]P dan CuCl2) pada 
pembentukan DNA Adduct (8-OHdG). a) suhu 37°C b) suhu 60°C
maupun 8.5 menghasilkan pembentukan 
adduct 8-OHdG yang lebih tinggi 
dibandingkan ikubasi calf thymus DNA di 
suhu 37°C. Pada suhu 60°C, hasil adduct 
8-OHdG dari inkubasi calf thymus DNA 
dengan B[a]P dan CuCl2 lebih banyak 
dikarenakan semakin tingginya suhu, 
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maka akan semakin mempercepat reaksi. Pada 
suhu 60°C, kedua pH, baik 7.4 dan 8.5 yang 
diinkubasi dengan dua senyawa B[a]P dan 
CuCl2 bersinergis dalam pembentukan DNA 
Adduct (8-OHdG). Profil kromatogram HPLC 
hasil inkubasi calf thymus DNA pH 8.5 dan 
suhu 60°C dengan B[a]P menunjukkan hasil 
pembentukan 8-OHdG sebanyak 11.366 ppb 
(Gambar 5). 
Beberapa tipe reaksi reaksi kimia yang telah 
diketahui dapat mengalami pembentukan 
H2O2, O2
●-, atau HO●. Berdasarkan 
beberapa penelitian sebelumnya (Bryla, 
1991), hipotesis dari reaksi yang terjadi 
adalah terjadinya oksidasi B[a]P selama 
inkubasi dengan calf thymus DNA yang 
menyebabkan terbentuknya H2O2, O2
●-,  dan 
Gambar 4. Pengaruh senyawa pemicu radikal bebas (B[a]P dan CuCl2) pada pembentukan 
DNA Adduct (8-OHdG) a) suhu 37°C dan pH 7.4, b) suhu 37°C dan pH 8.5, c) suhu 60°C 
dan pH 7.4, d) suhu 60°C dan pH 8.5
Gambar 5. Profil kromatogram HPLC inkubasi benzo[a]piren dan 
Calf thymus DNA pH 8.5 suhu 60°C
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HO● yang dapat menyebabkan terjadinya 
binding B[a]P dengan DNA. 
RH2 + O2             RH
● + O2
●- + H+
RH2 + O2           R + H2O2
Pada reaksi antara B[a]P dan CuCl2, 
terdapat peran Cu2+ sebagai mediator ion 
yang mengalami siklus redoks Cu(II)/
Cu(I). Reaksi ini melibatkan transfer 
elektron yang dapat menyebabkan B[a]
P juga dapat teroksidasi. Prinsip reaksi 
Haber-Weiss dengan menggunakan katalis 
Fe, menggambarkan reaksi pembentukan 
hidroksi radikal. 
Ion Cu berpotensi pula menghasilkan 
hidroksi radikal berdasarkan reaksi Haber-
Weiss (Minotti, 1987). Selain itu, reaksi 
Fenton juga menggambarkan terbentuknya 
O2
●- dan H2O2 dengan keberadaan ion Cu
2+ 
(Bodell, 1989).
Cu2+ + O2
●-             Cu+ + O2
2O2
●- + 2H+          O2 + H2O2
Cu+ + H2O2          Cu
2+ + OH- + HO●
Ketika tidak melibatkan Cu, reaksi yang 
mungkin terjadi dalam pembentukan hidroksi 
radikal adalah, sebagai berikut :
O2
●- + H2O2            O2 + OH
- + HO
Pengaruh suhu pada pembentukan 
DNA Adduct (8-OHdG). Berdasarkan 
teori, peningkatan suhu akan mempercepat 
reaksi kimia. Hal ini dibuktikan dengan 
membandingkan suhu inkubasi calf thymus 
DNA dengan senyawa B[a]P dan CuCl2. Suhu 
yang digunakan adalah 37°C dan 60°C. Gambar 
6 menunjukkan pengaruh suhu terhadap 
pembentukan DNA adduct 8-OHdG hasil dari 
inkubasi calf thymus DNA dengan B[a]P dan 
CuCl2 pada kondisi pH 7.4.
Gambar 6. Pengaruh suhu terhadap pembentukan DNA 
Adduct 8-OHdG pada pH 7.4
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Profil dari gambar 6 juga menunjukkan bahwa 
pada suhu inkubasi 60°C, DNA adduct 8-OHdG 
yang terbentuk mengalami peningkatan. Begitu 
pula trend pembentukan DNA adduct 8-OHdG 
yang terjadi dengan kondisi pH 8.5. yang 
ditunjukkan pada gambar 7.
Pembentukan 8-OHdG dari senyawa 
pemicu radikal bebas (TiO2 dan B[a]P). 
Hasil pengukuran konsentrasi adduct 
8-OHdG dari hasil inkubasi calf 
thymus DNA dengan TiO2 pada pH 7.4 
menggunakan HPLC menunjukkan luas 
area peak kromatogram 8-OHdG sebesar 
3791 pada waktu retensi 3.89 
Gambar 7. Pengaruh suhu terhadap pembentukan DNA Adduct 8-OHdG pada pH 7.4
Gambar 8. Kromatogram hasil inkubasi calf thymus DNA dan TiO2 pH 7.4
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calf thymus DNA + TiO2      calf thymus DNA + TiO2 
spike 100 ppb
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menit. Kemudian dilakukan spike standar 
8-OHdG 100 ppb untuk meyakinkan bahwa 
peak yang didapat merupakan senyawa 
8-OHdG terjadi penambahan luas area di 
waktu retensi 3.9 sebesar 53674.
Hasil perhitungan konsentrasi adduct yang 
didapat dari hasil inkubasi calf thymus 
DNA dengan TiO2 pada kondisi pH 7.4. 
Hasil menunjukkan bahwa inkubasi calf 
thymus DNA dengan TiO2 di pH 7.4 
menghasilkan adduct yang cukup banyak. 
Senyawa TiO2 berperan sebagai penghasil 
radikal bebas. Sebagai semikonduktor, 
TiO2 memiliki aktivitas fotokatalisis yang 
baik. Ketika partikel TiO2 mengabsorbsi 
cahaya dengan energi yang lebih tinggi dari 
band gapnya (3.2 eV), elektron pada pita 
valensi akan tereksitasi ke pita konduksi, 
menghasilkan pasangan hole elektron. 
Electron hole tersebut jika bereaksi dengan 
air dapat membentuk spesi oksigen reaktif, 
seperti HO●, HO2
●, H2O2. Reaksi ini disebut 
sebagai reaksi fotokatalisis. OH radikal 
yang terbentuk, dapat menyerang C-8 
Guanin yang menyebabkan terbentuknya 
adduct 8-OHdG. Penambahan B[a]P pada 
kondisi inkubasi yang sama memberikan 
pengaruh peningkatan konsentrasi adduct 
8-OHdG yang dihasilkan. Dalam penelitian 
Liu 1998, senyawa karsinogen seperti B[a]P 
dapat menginduksi pembentukan 8-OHdG pada 
beberapa jaringan target. Pada saat inkubasi 
dengan calf thymus DNA, senyawa B[a]P yang 
diberi paparan sinar UV A (280 nm – 320 nm) 
dapat berperan sebagai photosensitizer yang 
merupakan proses penyerapan cahaya oleh 
suatu molekul, yang melibatkan transfer energi 
secara langsung sehingga menghasilkan spesi 
oksigen reaktif yang dapat berinteraksi dengan 
DNA.
Pada inkubasi calf thymus DNA dengan TiO2 di 
pH 8.5, adduct yang dihasilkan cukup banyak, 
dimana kromatogram dari uji dengan HPLC 
menunjukkan luas area 8-OHdG sekitar 17100 
dengan estimasi konsentrasi yang didapat 
sebesar 57 ppb (Gambar 9). Sedangkan hasil 
dari inkubasi calf thymus DNA dan TiO2 dengan 
penambahan B[a]P pada kondisi yang sama, 
adduct yang didapat tidak sebanyak inkubasi 
calf thymus DNA dengan senyawa TiO2.
Gambar 9. Kromatogram hasil inkubasi Calf thymus DNA dengan TiO2 dan B[a]P
calf thymus DNA + TiO2         Calf thymus DNA + TiO2 + 
      B[a]P
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Perbandingan hasil adduct DNA dengan TiO2 
dan B[a]P dapat dilihat pada gambar 10.
Gambar 10. Studi pembentukan Adduct 
8-OHdG dengan TiO2 dan B[a]P pada pH 8.5
KESIMPULAN
Rasio kemurnian DNA λ260/ λ280  adalah 1. 
~1.9,
Terjadi pergeseran puncak gelombang 2. 
maksimum DNA pada inkubasi calf 
thymus DNA dan senyawa B[a]P, dari 
252 nm menjadi 307 nm – 318 nm untuk 
inkubasi 1 jam serta 312 nm – 318 nm 
untuk inkubasi 3 jam. 
Terjadi pergeseran puncak gelombang 3. 
maksimum DNA pada inkubasi calf thymus 
DNA dan CuCl2, dari 252 nm menjadi 264 
nm – 274 nm untuk  inkubasi 1 jam serta 
281 nm – 287 nm untuk inkubasi 3 jam. 
Ketiga senyawa penyumbang radikal 4. 
yang digunakan dalam penelitian ini (B[a]
P, CuCl2, dan TiO2) memiliki kontribusi 
dalam pembentukan DNA Adduct 
(8-OHdG),
5. Pembentukan 8-OHdG oleh Benzo[a]
Piren semakin meningkat dengan adanya 
CuCl2 pada inkubasi di bawah kondisi pH 
7.4 dan 8.5,
6. Pembentukan 8-OHdG semakin banyak 
terbentuk setelah inkubasi di suhu 60°C
7. Pada suhu ruang (27°-30°C), inkubasi 
calf thymus DNA dengan TiO2 pada pH 
8.5 dengan bantuan sinar uv mampu 
menghasilkan DNA Adduct (8-OHdG) 
paling tinggi sebesar 57.025 μg/L.
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